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© Veriahren zur direkten Sequenzierung von Nukleinsaureketten 

Die Erfindung betrifft eine direkte Sequenzierung von 
Nuklemsaurekerten durch Denaturierung und dann Amphft- 
z.erung der zu sequenzierenden Bereiche durch mehrmali- 
ges Durchlaufen eines Zyklus. umfassend 

a) e.nen Nukleinsaure- Syntheseschritt. bei dem die zu se 
quenzierende Nukleinsaure als Matrizenstrartg in Anwesen- 
heit der vier Deoxynukleosidtriphosphate von einer Polyme- 
rase ausgehend von Oligonukleotid-Primern, die zu den 3 - 
Enden der antiparallelen Strange der zu sequenzierenden 
Nukleinsauren komplementar sind, reptiziert wird, gefolgt 
von 

b) einem Denatunerungsschrin. 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrend oder nacn 
der Amplifizierung an ihrem einen Ende markiert werden. Oie 
«- Sequenzierung der markierten Nukleinsauren geschieht 

< durch Einbau modiflzierter Nukleotide an jewe.ls fur eine 
Base spezifischen Positioned Verkurzung der amplifizierten 
CM Nukleinsauren jeweils bis zu diesen Positioner* und elektro- 
^ phoretische Auftrennung der entstandenen Nukleinsaure 
CO fragmente. Zum Einbau modifizierter Nukleotide bei der 
O Amplifizierung in vier verschtedenen Ansatzen werden an- 
CO stelle der vier Deoxynukleosidtriphosphate )e ein Deoxynu- 
CTi kleosid-a-thio-tnphosphai zusammen mit den jeweils drei 
CO anderen unmodifizierten Oeoxynukleosidtriphosphaten em 
yi gesetzt 
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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur direkten Se- 
quenz.erung von Nukleinsaureketten durch Denatune- 
rung und dann Amplifizierung der zu sequenzierenden 5 
Bereiche durch mehrmaliges Durchlaufen eines Zyklus, 
umf assend 

a) einen Nukleinsaure-Syntheseschritt, bei dem die 
zu sequenzierende Nukleinsaure als Mamzen- ,o 
Strang in Anwesenheit der vier Deoxynukieosidtri- 
phosphate von einer Polymerase, ausgehend von 
Oligonukleotid-Primern, die zu den 3'-Enden der 
antiparallelen Strange der zu sequenzierenden Nu- 
kleinsauren komplementar sind. rephziert wird. ge- 15 
folgtvon 

b) einem Denaturierungsschntt, 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrend oder 
nach der Amplifizierung an ihrem einen Ende markiert 20 
werden. Sequenzierung der markierten Nukleinsauren 
durch Einbau modifizierter Nukleotide an jewels fur 
erne Base spezifischen Positionen, Verkurzung der am- 
plifizierten Nukleinsauren jeweils bis zu diesen Positio- 
nen und elektrophoretische Auftrennung der entstande- 25 
nen Nukleinsaurefragmente. 

Die Analyse der molekularen Grundlagen geneti- 
scher Krankheiten. die Erforschung von Polymorphis- 
men die Untersuchung von DNA auf phenoiypische 
Mutaiionen s.nd nur einige der Aufgaben. fur die eine 30 
genaue Feststellung der Nukleot.dsequenz von Nu- 
kleinsauren unerlaBlich m. Fur solche Umersuchungen 
stehen jedoch oftmals nur geringe Mengen an Nuklein- 
saure zur Verfugung. was nicht ausreichend 1st fur eine 
Sequenzierung nach den gangigen Techniken. E.n we,- 35 
teres Problem bereitet die Anwesenheit won zusatzli- 
chem Fremd-Nukleinsaurematerial, das die Sequenzie- 
rung einer bestimmten Nukieinsauresequenz erschwert. 
Ein eroBer Fortschntt auf diesem Gebiet 1st die von 
Saiki et at. Science 230 (1985). 1350- 1354 entw-ckeUe « 
sogenannte Polymerase-Keitenreakuon(PCR)-Techn,k, 
die ausgehend von geringen Nukleinsauremengen eine 
e.ponent.elle spezifische Synthese der gewunschten 
Nukleinsauren oder Segmenten davon erlaubt. Bei die- 
ser Technik werden. ausgehend von zwei Primern. vor- 4 
zugsweise kurzen symheuschen Ol.gonukleouden Ket- 
.encxtensionsreaktionen durchgefuhrt. wobei die bei- 
den Primer zu den 3'-Enden der antiparallelen Strange 
des gewunschten DNA-Segments komplementar sind 
Diese Kettenextensionsreaktionen werden mehrfacn ; 
durchgefuhrt, wobei wahrend der Extensionszyklen 
durch Erhitzen denaturiert wird, wodurch sich die bet 
der Keaenextensionsreaktion gebildeten Nukleinsau- 
ren von der ursprunglich vorhandenen Matnzen-DNA 
losen und diese fur eine neue Syntheserunde zuganglich 
machen. Auf diese Art und Weise konnen groBe Men- 
gen der gesuchten Nukleinsaure oder des Nukle.nsaure 
fragments in relativ kurzer Zeit synthetisiert werden 

Bekanme Methoden zur Sequenzierung von Nuklein- 
sauren sind beispielsweise d.e Sequenzierung von Ma- 
xam und Gilbert. Methods Enzymol. 65 (1980), 499 - 560 
von Sanger et aL Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 (1977) 
5463 oder die Meihode von G. Gish und F. Eckstein 
Science Vol. 240 (1988} 1520- 1522. Bei der letztge- 
nannien Methode wird bei einer von einem Primer aus 
gehenden Kettensynthese ahnlich wie bei der Sanger 
Methode verfahren. jedoch anstelle vier verschiedener 
Dideoxynukleotide die entsprechenden Deoxynukleo- 



sid- -thiotriphosphate verwendet und dann etn par- 
tieller Strangbruch an den Thiophosphatpositionen der 
gebildeten Nukleinsauren chemisch bewirkt. 

Eine Sequenzierung von durch PCR amplifizierter 
DNA ist beispielsweise nach der Methode von Sanger 
von Saiki et al Science. Vol. 239 (1988), Seiten 487 bis 
491 beschrieben. Diese Methode hat jedoch den Nach- 
teil daB von der amplifizierten DNA unter Verwendung 
eines zusatzl.chen Primers extra speziftsch fur die vier 
Nukleotide DNA-Kopien nach der Kettenabbruchsme- 
thode hergestellt werden miissen. 

Die Sequenzierung von PCR-amplifizierter DNA 
nach der Maxam-Gilbert-Methode ist von Keohavong 
et aU in DNA, Vol. 7. Nr. 1. (1988), Se.ten 63 bis 70 
beschrieben. Diese Methode weist jedoch ebenfalls den 
Nachteil auf daB nach der Amplifizierung eine ganz 
normale aufwendige Sequenzierung unter Anwendung 
von spezifischen Modifikationsreaktionen jeweils fur 
die vier verschiedenen Nukleotide durchgefuhrt werden 

m Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde. eine 
Methode bereitzustellen, die es ermoglicht. nur in gerin- 
ger Menge vorhandene Nukleinsauren besonders 
schnell und einfach zu sequenzicren. 

Gelbst wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch 
ein Verfahren zur direkten Sequenz.erung von Nukle.n- 
saurekeiten durch Denaturing und dann Amplifizie- 
rung der zu sequenzierenden Bere.che durch mehrmah- 
ges Durchlaufen eines Zyklus. umfassend 



a) einen Nukleinsaure-Syntheseschritt be. dem die 
zu sequenzierende Nukleinsaure als Matnzen- 
Strang in Anwesenheit der vier Deoxynukleosidtn- 
phosphate von e.ner Polymerase ausgehend VO n 
Oligonukleotid-Primern. die zu den 3 -Enden der 
antiparallelen Strange der zu sequenzierenden Nu- 
kleinsauren komplementar sind. repliziert wird, ge- 
folgt von . 

b) einem Denaturierungsschntt, 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrenc I oder 
nach der Amplifizierung an ihrem einen Ende markiert 
werden. Sequenzierung der markierten Nukleinsauren 
durch Einbau modifizierter Nukleot.de an jeweils fur 
- erne Base spezifischen Positioned Verkurzung der am- 
pUfizier en Nukleinsauren jeweils bis zu diesen Positio- 
nen und elektrophoretische Auftrennung der entstande- 
nen Nukleinsaurefragmente. welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist. daB man zur Modif.kation be. der Ampl ft- 
0 zierung in vier verschiedenen Ansatzen anstelle der vier 
° Deoxynukleosidtnphosphate je ein Deoxynuk ec «jd- 
a-thio tnphosphat zusammen m.t den jeweils drei ande- 
an unmodifizierten Deoxynukleosidtriphosphaten em- 

l5 ^ Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht eine ra- 
sche und genaue Sequenzierung m nur einem Senna 
wobei die umsundlichen Sequenzierungsmethoden. die 
in Verbindung mit Polymerase-Kettenreakt.onen b.sher 
im Stand der Technik beschrieben sind, vermteden wer- 

^ '"a" Ausfuhrungsform des erfindungsgem.Ben 
Verfahrens werden nach erfolgter Kettenreaktion in 
den Amphf.zierungszyklen ,n den ^ v.er P°^« 
ansatzen d.e amplifizierten Nukleinsauren gefalh und 

65 gegebenenfalls nicht e.ngebaute Triphosphate 1 nach an 
sich bekannten Methoden. z. B. chromatographisch^ab 
getrenn, AnschlieBend konnen Nukieins.urefragmeme 
mil geringerer Lange auf ubiiche We.se, z. B. gelelektro 
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phoretisch, abgetrcnnt werden. Durch Zugabe eines Al- 
kylierungsmittcls zum grdBten bei der Auftrennung er- 
haltenen Fragment, gefolgt von Erhitzen wird eine par- 
tielle Spaltung der Nukleinsauren an den Thiophosphat- 
Positionen der Nukleinsauren bewirku Unter erhohter 5 
Tempera tur wird hierbei im Rahmen der Erfindung eine 
Temperatur verstanden, die zu einem partiellen Strang- 
bruch an den modifizierten Stellen fOhrt Vorzugswcise 
wird im Rahmen der Erfindung auf zwischen 80° C und 
9.5° C erhitzt Aufgrund der Spaltungsbedingungen (sie- 10 
he hierzu auch Gish und Eckstein supra) wird in den 
amplifizierten Nukleinsauren statistisch an jeder Thio- 
phosphat- Position mindestens einmal gespalten, die vier 
Ansatze, enthahend jeweiis verschiedene markierte Nu- 
kleinsaurefragmente, nebeneinander auf ein Sequen- 15 
ziergel aufgetragen, die Nukleinsaurefragmeme, abhan- 
gig von der Art der Markierung, nach an sich bekannten 
Methoden (z. B. Autoradiographic) sichtbar gemacht 
und die Nukleinsauresequenz abgelesen. 

Als alkylierende Agentien konnen die aus dem Stand 2c 
der Technik bekannten Alkylierungsmittel verwendet 
werden. ErfindungsgemaB bevorzugte Alkylierungsmit- 
tel sind hierbei 2-Jodethanol. 23-Epoxy-l-propanol, 
2.3- Epoxypropyltrimethylammoniurnchlorid, Jodessigs- 
aure. jodacetamid oder Cyanogenbromid, wovon wie- 25 
derum besonders bevorzugt 2-Jodethanol und 
2,3-Epoxy-l-propanol verwendet werden. 

Andere erfindungsgemaB bevorzugte Alkylierungs- 
mittel sind Methyljodid, Dimethylsulfat und Ethyljodid. 
Bei Verwendung dieser muB jedoch der pH-Wert im 30 
Ansatz vor der Temperaturerhdhung auf eiwa 90°C 
ourch Zugabe einer starken Base erhdht werden, vor- 
zugsweise auf einen Wert von mindestens 11. 

Alterriativ konnen anstelle eines Alkylierungsmittels 
auch jod/Ammoniak oder H7O2 als Spaltungsreagen- 35 
zien eingesetzt werden. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens ist nach der Amplifizierung durch die 
Polymerase-Kettenreaktion keine zeitaufwendige Rei- 
nigung der amplifizierten Nukleinsauren durch Abtren- 40 
nung von nicht eingebauten Nukleotiden oder/und 
Fragmenten mit geringerer Lange mehr erforderlich. 

Es wurde namlich uberraschenderweise gefunden, 
daG bei der Amplifizierung neben dem erwarteten Pro- 
dukt mit volier Lange eine Vielzahl von kurzeren Nu- 45 
klemsauren mit verschiedener Lange synthetisiert wird. 
Diese kurzeren Fragmente konnen bereits nach einer 
relativ geringen Anzahl von Amptifizierungszyklen be- 
obachtet werden. Das Entstehen eines derartigen Frag- 
mentgemisches wird bei einer Amplifizierung unter ver- 50 
schiedenen Reaktionstemperaturen (z. B. 59°C oder 
71°C) oder unterschiedlicher Dauer der Amplifizie- 
rungszyklen (z. B. 3 Minuten oder 7 Minuten), sowie in 
An- wie auch in Abwesenheit von Thiophosphaten ge- 
funden. Aufgrund dieser iiberraschenden Beobachtung 55 
1st es moglich. eine lesbare Sequenzleiter durch direkten 
Abbau der Enden des Nukleinsauregemisches in 3'— 5'- 
Richtung jewcils bis zu einem Thiophosphat zu erhalten. 

Zur Durchfuhrung einer derartigen Reaktion sind 
3'^5'-ExonukJeasen geeignet, die Thiophospho-Diest- $o 
erbindungen nur sehr schlecht gegeniiber normalen 
Phosphodiester-Bindungen spalten konnen. Sequenzier- 
verfahren, die auf diesem Pnnzip beruhen, sind bereits 
bekannt (Labeit et ah, (1986) DNA 5, 173-177; PCT- 
Anmeldung PCT7GB86/00349 der Firma AMERS- 65 
HAM). GemaB diesen Verfahren geschieht die Polyme- 
nsationsreaktion durch das KJenow-Fragment der E 
coli-DNA-Polymerase 1, wobei in die DNA-KLetten ge- 



ringe Mengen von Thiophosphat eingebaut werden. 
Der Abbau in 3'— 5'-Richtung geschieht durch Exonu- 
klease UI. Substrate sind in diesem Falle DNA-Ketten 
mit volier Lange und einem statistischen Einbau von 
Thiophosphaten. Dagegen sind im erfindungsgemaBen 
Verfahren ein Gemisch aus DNA-Fragmemen mit un- 
terschiedlicher Lange und einem vollstandigen Einbau 
von Thiophosphat das Substrat fur die Exonuklease. 

Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist jedoch die 
Exonuklease III nicht sehr geeignet, da einige Banden 
auf der Sequenzleiter eine geringe lntensitat besitzen 
und somit keine gut lesbare Basenfolge erhalten werden 
kann. Sehr gut geeignet fur das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren erweist sich uberraschenderweise die Schlangen- 
gift-Phosphodiesterase, eine 3— > 5 -Exonuklease. von 
der bekannt ist, daD sie Thiophospho-Diesterbindungen 
urn den Faktor 100 langsamer spaltet als Phosphodie- 
ster-Bindungen (Burgers und Eckstein (1979), Biochemi- 
stry 18, 592-596). Besonders geeignet fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren erweist es sich, wenn der Ab- 
bau der Nukleinsaureenden durch Schlangengift- 
Phosphodiesterase bei einer Reaktionstemperatur von 
16*C erfolgt. Wenn am 5'-Ende eine Markierungsgrup- 
pe vorliegt, die einen Abbau vom 5'-Ende her unterbin- 
det, kann auch eine 3'— 5'-Exonuk!ease verwendet wer- 
den, die mit einer 5'-*3'-Exonuklease-Aktivitat assozi- 
iert ist. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren offenbart also eine 
Sequenzierungsmethode, die auf schnellstmogliche 
Weise zur Kenntnis der Sequenz einer bestimmten Nu- 
kleinsaure fuhrt und iiberdies besonders emfach durch 
zufiihrenist. 

Es war hierbei hochst uberraschend, daB die bereiis 
bei der Sequenzierungs-Methode von Gish und Eck- 
stein verwendeten Deoxynukleosid-a-thiotriphosphate 
als Substrate bei der Polymerase-Kettenreaktion kei- 
nerlei Verschlechterung der Ausbeute bzw. der Genau- 
igkeit der Replikation bewirken und daB deshalb zwei 
Reaktionen, namlich die Amplifizierung und Sequenzie- 
rung gleichzeitig durchgefuhrt werden konnen. 

Bei der Polymerisations-Kettenreaktion wird, wie 
oben bereits ausgefuhrt, nach jedem Zyklus denatunert, 
um die neu gebildeten Nukleinsaurestrange vom Matn- 
zenstamm zu trennen. Hierdurch wird der alte Matn- 
zenstamm fiir eine neue Syntheserunde zuganglich, 
ebenso wie die bereits in einem vorhergehenden Zyklus 
gebildeten neuen Nukleinsauren. Dies geschieht durch 
Erwarmen auf mehr als 90° C, wodurch aber nicht-hitze- 
stabile Polymerasen inaktiviert werden. Es muG daher 
bei Verwendung von nicht hitzestabiien Polymerasen 
fur jeden Zyklus neue Polymerase zugegeben werden. 
Es ist deshalb erfindungsgemaB bevorzugt, zur Polyme 
risations-Kettenreaktion eine hitzestabile Polymerase 
zu verwenden. zur DNA-Synthese vorzugsweise die 
Taq-Polymerase, um dadurch das Verfahren weiter zu 
erleichtern. 

Bei der Polymerase-Kettenreaktion wird erfindungs- 
gemaB bevorzugt zur Denaturierung in jedem Zyklus 
auf 95 bis 96°C erhitzL Hierbei wird ein besonders ho- 
her Grad der Denaturierung erreicht, so daB die Ketten 
reaktion besonders effizient durchgefuhrt werden kann; 
auf der anderen Seite wird die hitzestabile bevorzugte 
Taq-Polymerase bei diesen Temperaturen nicht inakti- 
viert. 

ErfindungsgemaB ist es bevorzugt, 12 bis 30 Polyme- 
risationszyklen durchzufuhren. hierbei wird meist aus- 
reichend Nukleinsaure hergestellt 

Ebenfalls 1st es erfindungsgemaB bevorzugt, Primer 
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mu 10 bis 25 Nukleotiden Lange zu verwenden. 

Geeign« ist fur den Ablauf der Polymensauonszy- 
klen SpWsweiw bei Venvendung zwe.cr 18-mcrO ■ 
gonukleoude nach der Zug.be von ^ N £ 
kleotiden,die Abfolge: 3 Minuten 71 C 1 M mute 95 bis 
9r C und 2 Minuten 37-C Beim letzten Zyklus wird die 
Periode be. 71° C auf 7 Minuten verlangert und dann auf 
^°nf t C eXeratur abkuh.en gelasse. Es .ist bevorzugt. 
die aneeeebenen Schntte in emem gut tsolierten I em 
£r"£Em durch.ufuhren. so daD — ° ] 

herten Abwe.chungen von den gewunschten Tempera 

'"^"or ,Uem for die AmpUfizierung lingerer 

^^^^^^^ 

Polvmensationszyklus mit der ADioige- > 
55°C 1 Minute 95 bis 97"C und 2 Minuten 37 C 

Die Markierung der Nukleinsauren zur spateren 
Sl ch barmachung der erhaltenen, durch Elektrophorese. 
fuf«t«nn«n Nukleinsauref ragmeme kann erfindungs- 
«maQ gleichzeitig mil der Amplifizierungsreaktion er- . 
folgen ode aber eYst nach der Amplinzierungsreakt.on. 
H erbei lS t es prinzipiell mbglich, be.de Strange der Nu- 
SeinsJuren zu markieren. hierdurch wird « jedoch no- 
ug nach der Amplifizierungsreakuon ""5* ™ d " 
handling mit AlkyLierungsmittel und part.eUer SpaUung 
3 e be.d'en komplementaren Strtnge be«pia^e« 
durch Gelelektrophorese zu trennen. und d^ J^'*= n 
Einzelstrange getrennt oder aber auch nu f [ 

be.den komplementaren Strange dann mit dem Alkyle 
runVsmutel zu behandein. Da dies relat.v aufwendig »t 
^Trfindungsgem^ bevorzug, nur e.nen der be den 
kompiementaren Nukleinsaurestrange z [ ™^ r ™ 6 
H.erzu besteht wiederum die Moghchke.L wahrcnd 
od/r nach der AmpUfizierungsreakuon d.e Mark.erun^ 
durchzufuhren. Verwendbar sind im Sinne der Erfin 
dung d»e an sich bekannten Methoden zur Markierung 

^Ln^JTnSemaJb bevorzugt sind rad.oakt.ve Mar- 
kierunsen Markierung mit einem Ruoreszenzfarbstoff 
ode emem Enzym, da ein chromogenes Substrat unter - 
£i l erkennbaren Farbreaktjon spaltet 
fm Sinne de'r Erfindung ist unter ^^V^lSK 
pinem Enzvm auch erne Markierung uber ein Konjugat 
z vTrfiehcn. be, dem an die Nukleinsaure der erne 
Parmer eines Bmdungssvstems gekoppeit ist, und das 
Enzvm mit" dem andefen Partner des Bi^ang»ys«ms 
gekoppeit ist. Als Bindungssystem tommen hierbe, an 
fich bekannte Bmdungssysteme w,e B.ot.n/(Strept)-Av,. 
dm Oder Hapten/Antigen-Bindungspaare in 

7 ur Markierung wahrend der Amplifizierung wird er- 
J ^ Siner der Primer in marketer Form 
verwendet. Besonders bevorzugt wird hierzu ein radio- 
aktiv markierter Primer verwendet 

Zur Mark.erung nach der Amphfizierung ^djrfin- 
dunesgemaB vorzugsweise em Primer in an seinem 
5 Ende Phosphoryherter Form zur Amplihz.erung ein- 
gesem und danach der andere. nichtphosphoryl.ene 
Prmer mit Hilfe einer Kinase radioakt.v phosphoryliert^ 
Es sind jedoch auch andere an sich bekannte Methoden 
z"r Markierung von Nukleinsauren zur Sequenz.erung 

"DTetlgenden Beispiele in Verbindung mit der Abb. 1 
bis 3 erlautern die Erfindung welter. 

R 1 zeigt die Autoradiographic eines Sequenzgels 
der Sequenzierung einer Nukleinsaure nach, Be-spielL 

Re 2 zeigt die gelelektrophoreusche Auftrennung 
von Smplifizierien Nukleinsauren in Abhangigkeit von 
der Zahl der Reaktionszyklen. 



Re 3 zeigt die Autoradiography ernes Sequenzgels 
de^uenrierung einer Nukleinsaure nach Be.sp.el5- 



Beispiel 1 

Seauenzierung von nach der Keitenreakiion markier- 
J ^DTA™part,elte SpaUung nach Alkyherung mit 
2.3-Ethoxy-t-propanol. 

a) Phosphoryl.erung des Oi> g onukkot,dprimers 
Ein Ol.gonukleotidprimer mit der Sequenz 



5'-[AGGGTTTTCCCAGTCACG] 



prR AmDlifikation. wie von Taylor 
15 ,7.7" N^/S Re7.3. (.9B5, 8765 -878^ 

u Ln nhosDhorvliert. Hierzu wurden 40 ug 

behanSett Nach zwei Stunden bei 37«C wurde die 

8237 -8241, beschrieben. gere.nigt. Das Phospho- 
fvherte Ol gonukleotid wurde be, -20°C a s waB- 
nge L6sun g g mit einer Konzentration von 10 A 36 o 
30 EinheitenpromlaufbewahrL 

ten d63 mMKai2.5mM i . v 

40 phosphorylienen Oligonukleondpnmers 
5'.d[CACCCTGGCCCCCAATAC]-3' 
gete ». D,e Hybr^s-eruni d O,, g onu,,eo ; ,dc 
" WUfde d d U = C DNA " den: urt » unc Tdann Abkah- 

50 ^^^^^^ t 

r B X T^° S ef X£c Ac P ,ds P Re, ,3 (.985, 

55 re Z "eT b n en V rnd 25 vt^,r h t, t enTa q .DNA.Po,, 

merase wurden zugegeben. 

Qber die Reaktionsmischung wurden 100 ul vzxn 

f -s;is»HIE =5" 

97-C fur eme M.nme und 37 C fur z e 
Zylclen unjer-orfen. F» r den le.z ,«n Zy 
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macht werdea wobet ctwa 8 |il der M.schung auf 

das Gel aufgetragen wurden. 

c) Markiening der amphfizierten F™gmcnte jedes 
amplifizierte Produkt wurde uber eine Sephadex- 
G50-Schleuder-Saule (ca. 1 ml), die m« HzO aqu.li- 5 
briert war. gereinigt. um ^cnchussige Nukleoude 
und Salz zu entfernen. Der DurchfluB der Saule 
wurde durch Zugabe von 10 ul 3M N^numacetau 
D H 6 0 und 500 p.1 absolutem Ethanol gefallt Nach 
Kuhlen auf -78°C fur 15 Minuten. gefolgt von ,o 
Zentrifugat.on von 15 Minuten, wurde die uberste- 
hende Fliissigkeit abdekantiert und das Pellet mit 
57 ul 70%igem Ethanol gewaschen und dann ge- 

Zu jedem Pellet wurden 30 uCi[r"P] ATP zugege- ,5 
ben und die Losungen nochmals getrocknet. Jedes 
Pellet wurde in 4,5 ul 20 mM Tns-HCI pH 8,0. 
20 mM MgCI 2 und 2,4 mM 2-Mercaptoethanol «u • 
genommen. Hierzu wurden 15 U (Einheiten. 0.5 ul) 
Wolynukleotidkmase zugegeben und die Reak- 20 
uon 45 Minuten bei Raumtemperatur durchge- 
fuhrt. Die Reaktionsmischung wurde mu 2 (ileiner 
Stoppmischung (96<Vo Fornumid WjnM EDTA. 
0 1% (w/v) Bromphenolblau und 0,1 % (w/v) Xylen- 
cyanol ff) gemischt und auf ein 8%iges Polyacryla- 2 s 
mid-Sequenziergel aufgetragen. 
Nach Elektrophorese der amplifizierten Fragmen- 
te wurde durch Sminutigc Belichtung ernes Kodak 
X-Omat XAR-5 Films die DNA sichtbar gemacht 
Die Fragmente wurden als zwei Banden vermmlich 30 
aufgrund von unvollstandiger Denatunerung gese- 
hen Beide Banden wurden ausgeschmtten und die 
DNA aus dem Polyacrylamidgel unter Verwcn- 
dung der Methode von CM. Rubin, . M«hods in 
Cell Biology. Vol. Xll, Yeast Cells (1975), Ed by. 35 
D.M. Prescott. Seiten 45 bis 85. Academ.c Press, 
N.Y.extrahiert. 
d) Sequenzierungsreaktion 

Die radioaktiv markierten Fragmente wurden in 
ausreichend Wasser aufgelost, um ungefahr 500 cps 40 
(pro ul Ldsung) (wie durch Messung mit einem Ge- 
gerzahler festgestellt wurde) zu ergeben. Fur jede 
Sequenzierungsreaktion wurden 4 ul DNA gut m.t 
2 ui Stoppm.schung (siehe oben), enthaltend 0,5% 
(v/v) 23-Ethoxy- 1 -propanoi gemischt. Diese Stopp- 45 
mischungslosung wurde vor dem Expe rimeni fnsch 
2ubereitet um jegliche Moglichkeit der Hydrolyse 
des alkvlierenden Reagenzes auszuschlieBen Die 
Proben'wurden auf 95°C 3 Minuten lang ernitzt 
und dann auf E.s abgekuhlt, bevor sie auf em 50 
80/oiges Polvacrylamid-Sequenziergel aufgetragen 
wurden. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 
getrocknet und ein Klodak-X-Omat-XAR-5-Film 
48 Stunden lang ohne Verstarkerschirm belicntet. 
Fig- 1 zeigt die Autoradiographic dieses Sequenz- 55 
gels. 

Beispiel2 

Sequenzierung von wahrend der Kettenreaktion M 
markierter DNA durch partielle Spaltung nach Alkylie- 
rung mit 2 3-Ethoxy- 1 -propanol 

a) Radioaktive Markierung des Oligonukleotid-Pri- 
rners 65 
DeMm Beispiel la) verwendete Oligonukleotid- 
Primer (4 ug) wurde phosphoryliert in einer 30 ul 
Reaktionsiosung. die zusammengesetzt war aus 



100 mM Tns-HCI. pH 8.0, 10 mM ■ 2-Mercaptoetha. 
nol. 10 mM MgCl 2 . 60 u C. [ r - 32 P] ATP . und 60 Em 
heiten T 4-Polynukleotidkinase. Nach 45 Minuten 
bei 37°C wurde die Reaktionsmischung fur 15 Mi- 
nuten auf 70° C ernitzt und das Produkt unter Ver- 
™ng e mer SEP-PAK C 18-P.trone (Waters 
Associates) gereinigt. Das radioaktiv markierte Oh 
eonukleotid wurde als waBrige Siammlosung mu 
3.6 A 2W Einheiten pro ml aufbewahrt und hatte one 
spezifische Aktivitat von 3 x 10 9 cpm pro A 2 6o Ein- 
heiten. 

b) Potymerase-Kettenreaktion und Sequenzierung 
Die Pulymerase-Kettenreaktion wurde. wieim Bei- 
spiel lb) durchgefuhrt, mit der Ausnahme. daO an- 
stelle des phosphorylierten unmarkierten Primers 
der radioaktiv markierte Primer verwendet wurde 
Nach 15 Zyklen wurde das Paraffinbl entfernt und 
die DNA durch Zugabe von 10 ul 3 M Natnumace- 
tat pH 6 0 und 250 ul absolutem Ethanol durch 
Ku'hlen auf - 80° C 30 Minuten lang. gefolgt von 20 
Minuten Zentrifugation gefallt. Oberschussiges Et- 
hanol wurde durch zweiminutiges Trocknen der 
Pellets entfernt und die DNA m 20 ul mM Tr.s-HCI. 
0 I mM EDTA, pH 8,0 und 2 ul Stoppm.schung (sie 
he oben) aufgelost. Die amplifizierten Fragmente 
wurden auf einem 8%igen Polyacrylamid-Sequen- 
ziergel wie oben beschneben. gereinigt. D ie Isol.e- 
rune der DNA aus dem Gel und die Sequenz.erre- 
aktion wurden wie im Beispiel 1 beschneben. 
durchgefuhrt. 

Beispiel 3 

Sequenzierung durch partielle Spaltung nach Alkyiie- 
rung mit Dimethylsulfat . 
Radioaktiv markierte Polymerase-Kettenreakfons- 
Fragmente. die wie im Beispiel la) b,s c) hergestellt 
wurden. wurden in ausreichend Wasser gelost, um unge- 
ar 500cps/ul Losung (wie durch Messung m.t e.nern 
Ge.gerzahter festgestellt wurde) zu ergeben. Furjede 
Sequenz.erungsreaktion wurden 4 ul der Phosphorot- 
h^at enthaltenden DNA mit 2 ul 03% (v/v) w ; Br*cm 
DLmethyisuifat, das vor jedem Experiment fnsch herge- 
^t wurde, verdunnt und 10 Minuten be. Raumtempe- 
ratur stehengelassen. Zur DNA-Spaltung wurden 2 
0,5 N-Natnumhydroxid zugegeben und die Proben dre 
Minuten lang auf 95°C dre. Minuten Sang ernitzt Vor 
der E ek rophorese wurden 2 ul der Stoppm.schung 
tUtofoMmd. 10 mM EDTA. 0.1% (w/v) Bromphen^ 
Sblau und Ojo/o (w/v) Xylencyanol f t) 
Proben nochmalsdre. Minuten auf 95 C erh.tz auf E.s 
abgekuhlt und emer Gelelektrophorese w.e unter Id) 
beschrieben, unterworfen. 



Beispiel 4 

Analyse von amplifizierten Nukleinsauren in Abhan- 
gigke.t von der Zahider R« k tio n szyk)en 
M I3mpl8 einzelstrangige DNA "^L^ 
der Polymerase-Kettenreaktion mit Ta q - D N A_ P° ' y ^ e 
rase von Cetus in Gegenwart von jeweils 250 umol/ 
dCTPaS dATP, dGTP und dTTP amplifiziert Als mcht 
radioaktiv markierter Oligonukleotid- Primer wurde 

5 -[CAC CCT GGC GCC CAA TAC]-3\ 

als "p.markierter Oligonukleotid-Pnmer wurde 
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5 -pTA CGC CAG CTG GCG AAAJ-3' 

verwendet. In 50 u.1 Reaktionsvolumen waren 50 ng 
DNA. 0.025% Nonidet P-40 (Sigma), 0,025% Twccn 20 
(BioRad),2,5 mmol/l MgCb, 10 mmol/lTris-HCl.pH 8,4 5 
und 2 pmol jedes Primers (0,1 A260 Einheiten pro ml) 
emhatten. Die Reaktionslosung wurde mit 100 u,l Paraf- 
finbl iiberschichtet Die Reaktion wurde in einem Tech- 
ne PHC-1 programmierbaren Driblock unter folgenden 
Bedingungen durchgefiihrt: 55°C, 7 Minuten; 96°C, 1,5 10 
Minuten; 37°C, 2,5 Minuten uber 21 Zyklen hmweg. 
gefolgt durch Erhitzen auf 55° C fur 9,9 Minuten. Nach 
Beendigung der Reaktion wird das Paraffinol entfernt 
und die Proben mit 400 ul Wasser gesattigtem Ether 
extrahiert. 15 

Aus dem Reaktionsansatz wurden 5 u.1 Aliquots direkt 
nach Zugabe des Enzyms (Fig. 2, Spur a) und nach je- 
weils drei Amplifizierungs-Zyklen (Spuren b bis h) ent- 
fernt. 

Fig. 2 zeigt die Produktverteilung in Abhangigkeit 20 
der Zahl der Reaktionszyklen. Nukleinsauren, die klei- 
ner als das erwartete Produkt (gekennzeichnet durch 
einen Pfeil) waren, traten bereits nach wenigen Zyklen 

a °Nach 21 Zyklen war das erwartete Produkt mit 25 
384 bp Lange zwar das Hauptprodukt der Reaktion, es 
waren jedoch Terminationsprodukte von fast jeder 
Lange vorhanden. Ein entsprechender Versuch mit der 
Taq-Polymerase von Amersham brachte das gleiche Er- 
gebnis. 30 

BeispielS 

Sequenzierung von wahrend der Kettenreaktion 
markierter DNA durch Abbau der Nukleinsaureenden 35 
mit Schlangengift-Phosphodiesterase 

Zur Sequenzierung wurde dieselbe DNA wie im Bei- 
spiel 4 verwendet. Die Amplifizierungs-Reaktion wurde 
in Gegenwart von "P markiertem 

40 

5 -[AGGGTTTTCCCAGTCACG]-3', 

250 u.mol/1 von 3 Deoxynukleosidtriphosphaten. jeweils 
250 u.mol/1 von einem cr-Thiodeoxynukleotid (Fig. 3, 
Spuren A, C G und J) und ansonsten unter den gleichen 45 
Bedingungen wie in Beispiet 4 beschrieben, durchge- 

fuhrt. 

Nach Entfernen des Paraffindls wurde jedoch direkt 
zu jeweils 5 u.1 ernes Reaktionsansatzes \ u.1 einer 
1 : 10-Verdunnung einer 2 ng/ml Schlangengift- 50 
Phosphodiesterase- Losung (Boehringer Mannheim) ge- 
geben. Die Proben wurden dann 15 Minuten lang bei 
16°C inkubiert. Die Reakttonen wurden durch Zugabe 
ernes Stop-Puffers (96% Formamid, lOmmot/i EDTA, 
0,1% Bromphenolblau und 0,1% (Gew7Vo! Xylenciano! 55 
FS) und 3miniitiges Erhitzen auf 95°C beendet. Die Auf- 
trennung der Proben erfolgte auf einem 8%igen Poly- 
acrylamidgel. 

Fig. 3 zeigt eine gut lesbare Sequenzleiter, die durch 
Behandlung von Nukleinsaure-Fragmenten aus einer 60 
Amplifikationsreaktion mit Schlangengift-Phosphodie- 
sterase erhalten wurde. 

Patentanspruche 

65 

1. Verfahren zur direkten Sequenzierung von Nu- 
kieinsaureketten durch Denaturierung und dann 
Amplifizierung der zu sequenzierenden Bereiche 



durch mehrmaliges Durchlaufen eincs Zykius, um- 
fassend 

a) einen Nukleinsaure-Syntheseschmt, bei 
dem die zu sequenzierende Nukleinsaure als 
Matrizenstrang in Anwesenheit der vier Deox 
ynukleosidtnphosphate von einer Polymerase, 
ausgehend von Oligonukleotid-Primern, die zu 
den 3'-Enden der antiparallelen Strange der zu 
sequenzierenden Nukleinsauren komplemen- 
tar sind, repliziert wird, gefolgt von 

b) einem Denaturierungsschritt, 

wobei die entstandenen Nukleinsauren wahrend 
oder nach der Amplifizierung an ihrem einen Ende 
markiert werden, Sequenzierung der markierten 
Nukleinsauren durch Einbau modifizierter Nukleo- 
tide an jeweils fur eine Base spezifischen Positio- 
ner Verkurzung der amplifizierten Nukleinsauren 
jeweils bis zu diesen Positionen und elektrophoreti- 
sche Auftrennung der entstandenen Nuklemsaure- 
fragmente, dadurch gekennzeichnet, daB man zum 
Einbau modifizierter Nukleoude bei der Amplifi- 
zierung in vier verschiedenen Ansatzen anstelle der 
vier Deoxynukleosidtriphosphate je ein Deoxynu- 
kleosid-a-thio-triphosphat zusammen mit den je- 
weils drei anderen unmodifizierten Deoxynukleo- 
sidtriphosphaten einsetzt 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl man nach dem Amplifizierungsschmt 
ein Alkylierungsmittel zugibt und partielle Spal- 
tung an den Positionen der modifizierten Nukieoti- 
debewirkL 

3 Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nach dem Amplifizierungsschnu 
nicht eingebaute Nukleotide und Nukieinsaure- 
fragmente mit geringerer Lange abtrennt. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3. dadurch ge 
kennzeichnet, daB man als Alkylierungsmittel 2-]o- 
dethanol. 2,3-Epoxy- 1-propanol, 2,3-Epoxypropyl- 
trimethylammoniumchlorid, Jodessigsaure, Jodace- 
tamid oder Cyanogenbromid verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn 
zeichnet. daB man als Alkylierungsmittel 2-]odetha- 
nol Oder 2,3-Epoxy-l -propanol verwendet. 

6 Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB man als Alkylierungsmittel Di- 
methytsulfat, Methyljodid oder Ethyljodid verwen- 
det und zusatzlich den pH- Wert im Ansatz vor dem 
Erhitzen durch Zugabe einer starken Base ernoht. 

7 Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man den pH-Wert auf mindestens 1 1 
erhoht. 

8 Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nach dem Amplifizierungsscnrm 
direkt etne 3'— 5'-Exonuklease zugibt und einen 
Abbau bis zu den Positionen der modifizierten Nu- 
kleotide bewirkt. 

9 Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daQ man als Exonuklease Schlangengifi 
Phosphodiesterase verwendet. 

10 Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB man die Inkubation mit Schlangen- 
gifi- Phosphodiesterase bei einer Temperatur urn 
l6°Cdurchfuhn. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis iu, 
dadurch gekennzeichnet. daB man eine Hitze-stabi- 
le Polymerase verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 11. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Taq-Polymerase verwendet. 
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13 Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Amplifizierung in Zyklen von 
jewcils 7 Minuien bei 55° C durchfiihrt. 

14 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB man zur Denatune- 5 
rung in jedem Zyklus auf 95 bis 96° C erhitzt. 

15 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 12 bis 30 Zyklen 
durchfiihrt. 

16 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, io 
dadurch gekennzeichnet, daB man Pnmer mil einer 
Langevon 10 bis 25 Nukleotiden verwendet. 

17 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die amplifizier- 
ten Nuklemsauren radioaktiv. mit einem Fluores- is 
zenzfarbsioff oder einem Enzym markien. 

18 Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man nur einen der beiden Nuklem- 
saurestrange markieru 

19 Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 20 
zeichnet. daB man zur Markierung wahrend der 
Amptifizierung einen der Primer in markierter 
Form verwendet. 

20 Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen radioaktiv markierten Pn- 25 
mer verwendet. 

21 Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man zur Markierung nach der Ampli- 
fizierung einen der beiden Primer in an seinem 

5 -Ende phosphorylierter Form zur Amplifizierung 30 
einsetzt und danach den anderen, nicht phosphory- 
herten Primer mit Hilfe einer Kinase radioakttv 
phosphoryiiert. 

Hierzu3Seite{n)Zeichnungen 35 
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